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討した。さらに障害機序を明らかにするため，他の飽和/不飽和脂肪酸とリポキシゲナーゼとの反応， Ca 2 + ブロッ
カー，抗酸化剤等の効果も検討した。
[方法]
1.心筋細胞の単離，細胞収縮率/細胞内 Ca 2 + 濃度の測定
心室筋細胞は，酵素処理により Wistar ラットから単離した。心室筋に Ca 2 + 蛍光指示薬である Indo-1 AM (25μ11) 
を負荷した後，顕微鏡の架台に設置した chamber 内に静置し電気刺激により 1Hz で拍動させた。細胞像は CCD カ
メラ， VCR により記録し，細胞収縮率は(弛緩期細胞長一収縮期細胞長)/弛緩期細胞長(%)と定義した。細胞内
Ca 2 + 濃度の測定は 345nm で励起された Indo-1 の蛍光強度比 (410nm/485 nm) とし，単一細胞の細胞内 Ca 2 + 濃
度の変化を測定した。
2. アラキドン酸及び，他の脂肪酸とリポキシゲナーゼによる潅流
単離した心筋細胞をアラキドン酸 20μM，ダイズリポキシゲナーゼ 0.05U/ml を添加した Tyrode 液で潅流した。
アラキドン酸等の脂肪酸と α-tocopherol はエタノールに，アスコルビン酸， SOD，ニカルジピンは脱イオン水に希
釈し Tyrode 液に添加した。本実験において単離心筋細胞の障害性をさらに詳しく検討するため，ムmeanR (20 分潅
流後の Indo-1 の平均蛍光強度比の増加率)，ムAmp (20 分潅流後の収縮率の増加率)， Nhyper (40 分潅流後に過収縮








2. 収縮率の増加とともに収縮期，弛緩期ともに細胞内 Ca 2 + 濃度の上昇が認められ，過収縮に至った時には収縮­
弛緩サイクルも消失し，細胞内 Ca 2 + 濃度は正常の収縮期の値を越えて上昇した。アラキドン酸単独，リポキシゲナー
ゼ単独では細胞障害はみられず，またリポキシゲナーゼ阻害剤である nordihydroguaiaretic acid (NDGA , 10μM) 
を添加した群では細胞障害は有意に軽減された。




4. ラジカルスカベンジャーとして知られているアスコルビン酸 (Vitamin C, 100μM) ， α-tocopherol (Vitamin 
E , 10μM) ， SOD (1 μM) ，及び Ca 2 + チャンネルブロッカーであるニカルジピン (2μM) が本細胞障害を抑制する




Ca 2 + 濃度変化の面から検討した。さらに障害機序を明らかにするため他の飽和/不飽和脂肪酸とリポキシゲナー





3. 本細胞障害はアスコルビン酸， α-tocopherol で抑制されたが，ニカルジピン， SOD では抑制効果がなかったこ
とから，アラキドン酸リポキシゲナーゼ反応によって生じる過酸化脂質ラジカル種が，脂質過酸化反応を介して細胞
膜の生理的機能を破綻させ Ca 2 + 過負荷を惹起し不可逆的細胞障害に至らしめると考えられた。
論文審査の結果の要旨
虚血/再潅流心筋組織障害進展に関し，アラキドン酸リポキシゲナーゼ反応はフリーラジカル産生系の 1 っとして
重要であることが明らかになっているO その障害機構を解明するため， Ca 2 + 指示薬である Indo-1 を負荷した単離心
筋細胞を，アラキドン酸とリポキシゲナーゼを含む Tyrode 液で潅流したところアラキドン酸単独，リポキシゲナー
ゼ単独では心筋細胞に変化は認められなかったが，アラキドン酸とリポキシゲナーゼを同時に作用させると収縮率増
加とともに心筋細胞内 Ca 2 + 濃度の増加が起こり，やがて細胞膨化，プレプ形成を伴って不可逆的過収縮状態に至る





による心筋細胞障害は，この反応から副次的に生じる脂質ラジカルにより， Ca 2 + 恒常性維持機能が障害され Ca 2 + 過
負荷とそれに引き続く不可逆的な細胞障害をもたらすことが証明され，本論文は学位論文(博士)に値する。
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